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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft mikrostrukturierte Oberfiachen mit geringer Oberfiachenenergie, die die Adhasion und 
Proliferation von Zellen vermindern. 
5 [0002] Mikrostrukturen auf Oberfiachen sind bekannt und werden insbesondere fur selbstreinigende Oberfiachen 
verwendet. 

[0003] Wesentliches Merkmal dieser Oberfiachen ist eine schwere Benetzbarkeit der Fiache mit Wasser oder waft- 
rigen Systemen. Oberfiachen, von denen Wasser leicht abiauft oder abperlt, miissen entweder sehr hydrophil oder 
hydrophob sein. Hydrophile Oberfiachen besitzen geringe Kontaktwinkel mit Wasser; dies bewirkt eine rasche Vertei- 

10 lung des Wassers auf der Oberfiache und schlieftlich ein schnelles Ablaufen des so entstandenen Wasserfilms von der 
Oberfiache. Der Einsatz von hydrophoben Materialien zur Herstellung von hydrophoben Oberfiachen ist bekannt; eine 
Weiterentwicklung dieser Oberfiachen besteht darin, die Oberfiachen im mm-Bereich bis nm-Bereich zu strukturieren. 
[0004] H. Seito et al. beschreibt in Surface Coating International V, 1997, S. 168 ff, beispielsweise eine solche 
hydrophobe, mikrostrukturierte Oberfiache. Hier werden Partikel aus Fluorpolymeren auf Metalloberfiachen aufge- 

15 bracht, wobei eine stark erniedrigte Benetzbarkeit der so erzeugten Oberfiachen gegenuber Wasser und eine erheblich 
reduzierte Vereisungsneigung festgestellt wurde. Adhasions- und proliferationshemmende Eigenschaften an Zellkultu- 
ren wurden hier aber nicht nachgewiesen. 

[0005] In US-PS 3354022 und WO 96/04123 sind weitere Verfahren zu Erniedrigung der Benetzbarkeit von Gegen- 
standen durch topologische Veranderungen der Oberfiachen beschrieben. Hier werden kunstliche Erhebungen bzw. 

20 Vertiefungen mit einer Hone von 5 bis 100 um und ein Abstand von 5 bis 500 urn auf hydrophobe Oder nach der Struk- 
turierung hydro phobierte Werkstoffe aufgebracht. Oberfiachen dieser Art fuhren zu einer schnellen Tropfenbildung, 
wobei die abrollenden Tropfen Schmutzteilchen aufnehmen und die Oberfiache reinigen. Untersuchungen mit vollstan- 
dig benetzten Oberfiachen, z. B. mit physiotogischer Nahrlflsung, sind nicht beschrieben. Ebenso fehlen Angaben Qber 
das Aspektverhaitnis der Erhebungen. 

25 [0006] Aus einem anderen technischen Gebiet, der Biologie, ist bekannt, daft Oberfiachentopographien im Bereich 
von ca. 20 nm bis 50 ^m (Nano - und Mikrotopographie) das Zeilphystologische Verhalten beeinflussen kCnnen. Dieser 
Grafienbereich deckt die supramolekularen und zelluiaren Dimensionen ab. Topographien uber 50 nm (Makrotopogra- 
phie) werden als rauhe Kontaktstrukturen von harten Knochenimplantaten, als Vliese und Gewebe z. B. fur Gefa&pro- 
tesen und porose Matrizes fur Zellkulturen im Rahmen des Tissue Engineerings verwendet (R.P. Lanza, "Principles of 

30 Tissue Engineering", Academic Press, ISBN 1-57059-342-6, Chapter 1 1 ). 

[0007] Zur gezielten Steuerung des Zellwachstums werden unterschiedliche Oberfiachentopographien verwendet. 
Bei regelmaftigen periodischen Strukturen wird die Topographie durch die Angabe der Geometrie eines Elements und 
der Periodizitat charakterisiert. Bei zufaiiigen Topographien, die auch in der Zellkultur verwendet werden, sind statists 
sche Angaben uber die Verteilung der geometrischen Parameter (H6hen, Steigungen, Korrelationsiangen usw.) erfor- 

35 derlich. Eisenbart et al. in Biomaterials (1996), 17, 1399-1403, Curtis et al. in Biomaterials (1997), 18, 1577-1583 und 
Wen et al. in Biomed. Mater. Eng. (1996), 6, 173-189 beschreiben einige Topographietypen, die bereits in Zellkultur- 
techniken getestet wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind zum Teil sehr widerspruchlich. Trotz grofter 
Anstrengungen ist es nicht gelungen, allgemeine Prinzipien fur das Zellwachstum aus den Oberfiachentopographien 
abzuleiten. Obwohl bereits sehr unterschiedliche geometrische Strukturen, Periodizitaten und Abmessungen unter- 

40 sucht wurden, ist es bisher nicht gelungen, Oberfiachenstrukturen zu finden, die Zelladhasions- und - proliferations- 
hemmende Eigenschaften besitzen. 

[0008] FOr viele Anwendungen ware es erwunscht, Oberfiachen mit Zelladhasions- und/oder zellproliferationsver- 
mindernden Eigenschaften einzusetzen. 

[0009] So sind Besiedlungen und Ausbreitungen von Bakterien oder Zellen auf Oberfiachen von Rohrleitungen, 
45 Behaitern oder Verpackungen im hohen Mafte unerwunscht. Es bilden sich haufig Schleimschichten, die Mikrobenpo- 

pulationen extrem ansteigen lassen, die Wasser-, Getranke- und Lebensmittelqualitaten nachhaltig beeintrachtigen 

und sogar zum Verderben der Ware sowie zur gesundheitlichen Schadigung der Verbraucher fuhren konnen. 

[0010] Aus alien Lebensbereichen, in denen Hygiene von Bedeutung ist, sind Bakterien oder Zellen fernzuhalten. 

Davon betroffen sind Textilien fur den direkten Korperkontakt, insbesondere fur den Intimbereich und fur die Kranken- 
50 und Altenpflege. Aufterdem sind Zellen und Bakterien fernzuhalten von Mobel- und Gerateoberfiachen in Pflegestatio- 

nen, insbesondere im Bereich der Intensivpflege und der Kleinstkinder-Pflege, in Krankenhausern, insbesondere in 

Raumen fur medizinische Eingriffe und in Isolierstationen fur kritische Infektionsfaile sowie in Toiletten. 

[0011] Gegenwartig werden Gerate, Oberfiachen von MGbeln und Textilien gegen Bakterien oder Zellen im 

Bedarfsfall oder auch vorsorglich mit Chemikalien oder deren Losungen sowie Mischungen behandelt, die als Desin- 
55 fektionsmittel mehr oder weniger breit und massiv antimikrobiell wirken. Solche chemischen Mittel wirken unspezifisch, 

sind haufig selbst toxisch Oder reizend oder bilden gesundheitlich bedenkliche Abbauprodukte. Haufig zeigen sich auch 

Unvertraglichkeiten bei entsprechend sensibilisierten Personen. 

Es ware daher wQnschenswert, Oberfiachen mit zellproliferationshemmenden und/oder zelladhasionshemmenden 
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Eigenschaften auszurusten. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, das strukturierte Oberfiachen, deren Strukturen ein bestimmtes Aspektverhait- 
nis, d. h. ein bestimmtes Verhaitnis zwischen Hbhe und Mittelwertbreite aufweisen, die Ansiedelung und Verbreitung 
von Zellen weitgehend dauerhaft verhindern. 
5 [0012] Zellen im Sinne der voriiegenden Erfindung sind z. B. Fibroblasten, immortalisierte und primSre Zelllinien, 
so wie alle anderen eukrayontischen Zellen und keine Bakterien. Bakterien besitzen ein deutlich anderes AdhSsions- 
und Proliferationsverhalten als Zellen. 

[0013] Die Adhesion von Zellen und Bakterien auf verschiedenen Materialien ist ein sehr komplexer Vorgang, des- 
sen Ausgestaltung entscheidend fOr die biologische Funktion ist. Zelten nutzen zur Anheftung an die Oberfiache Anker- 

10 proteine, die eine gerichtete Bewegung (Migration) und Differenzierung der Zelle erlauben. Da Zellen nur im Verband 
uberlebensfahig sind, ist diese Funktion wichtig fur die Formgebung der Zellen. In wafiriger Lbsung, ohne Verbindung 
zu einer Oberfiache, sind Zellen nicht in der Lage, sich zu teilen. Bakterien, sie haften mit einfach strukturierten Protei- 
nen an der Oberfiache, aber sie benbtigen diese Proteine nicht zur Migration, sondern ausschliefclich zum Schutz und 
zur Optimierung der Oberlebensbedingungen. Ein Teilung kann auch in wafiriger Lbsung erfolgen. Die Proliferation der 

15 Bakterien auf Oberfiachen wird somit von anderen Mechanismen gesteuert als die Proliferation von Zellen auf Oberfia- 
chen. 

[0014] Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind daher strukturierte Oberfiachen mit zellproliferationshemmen- 
den Eigenschaften, wobei die Oberfiachen Erhebungen mit einer mittleren Hbhe von 50 nm bis 10 urn und einen mitt- 
leren Abstand von 10 nm bis 50 u.m sowie Oberfiachenenergien des unstrukturierten Materials von mehr als 20 mN/m, 

20 bevorzugt 20 bis 80 mN/m, besonders bevorzugt 20 bis 60 mN/m aufweisen. Oberfiachen und Erhebungen dieser Grb- 
fcenordnung sind bereits bekannt und z. B. in DE 19 80 3787.2 und DE 19 91 4007.3 beschrieben. 
[0015] Diese Oberfiachen sind jedoch ausgesprochen hydrophob und daher stark wasserabweisend. Sie besitzen 
gegenuber Wasser einen sehr hohen Randwinkel und kbnnen von Verschmutzungen durch Abspulen mit Wasser 
gereinigt werden; bzw. begunstigen das Ablaufen von Wasser. 

25 [001 6] Diese Eigenschaften sind im voriiegenden Fall unerwQnscht, da Zellen nur in wafcrigen Systemen leben und 
somit eine vollstandige Benetzung der Oberfiachen erforderlich ist. 

[0017] Bakterien und andere Mikroorganismen benbtigen zur Adhasion an eine Oberfiache oder zur Vermehrung 
an einer Oberfiache Wasser, welches an hydrophoben Oberfiachen nicht, sehr wohl jedoch an den Oberfiachen der 
voriiegenden Erfindung zur VerfOgung steht. ErfindungsgemaiS strukturierte Oberfiachen verhindern das Anwachsen 

30 von Zellen; sie sind somit zellproliferationshemmend. Die erfindungsgemafien Oberfiachen ermbglichen jedoch unter 
entsprechenden Rahmenbedingungen, wie Luftfeuchtigkeit und Temperatur ein ortsdefiniertes Wachstum von Bakte- 
rien und anderen Mikroorganismen an den unstrukturierten Teilbereichen. Da der zugrundeiiegende Effekt nicht auf 
antimikrobiellen Wirkstoffen beruht, sondern auf einem physikalischen Effekt, ist eine Beeintrachtigung des Wachstums 
von Zellen auf den unstrukturierten Teilbereichen durch die strukturierten Bereiche z. B. durch Ausbluten und/oder Dif- 

35 fusion von Wirkstoffen ausgeschlossen. 

[0018] Die Verwendung von strukturierten oder rauhen Oberfiachen in der Medizin und Biologie ist z. B. durch E. 
Eisenbarth et al. in ..Influence of the surface structure of titanium materials on the adhesion of fibroblasts", Biomaterials 
1996, Vol. 17, No. 14, S. 1399-1403 untersucht worden. Hier wird gezeigt, da(i die Zahl von adharierten Zellen unab- 
hangig vom verwendeten Material mit zunehmender Rauhigkeit ansteigt, was kontrar zum Effekt der voriiegenden 

40 Erfindung liegt. Weiterhin konnte R. G. Richard zeigen, dafi verschiedene Rauhigkeiten die Adhasion von Fibroblasten 
nicht verandert („The effects of surface roughness on fibroblast adhesion in vitro, Injury 1996, Vol. 27 Suppl. 3, S. C38- 
C43). 

[0019] Die Verwendung von mikrostrukturierten Oberfiachen zur Verminderung der Zel I proliferation und/oder Zel- 
ladhasion lag daher nicht im Trend der Technik. 
45 [0020] Diese unstrukturierten Materialien kbnnen diese Stoffe beinhalten, vollstandig oder nur an der zu strukturie- 
renden Oberfiache aus diesen Stoffen bestehen. 

[0021] Die erfindungsgemafien, strukturierten Oberfiachen kbnnen aus den verschiedensten Materialien herge- 
stellt werden, sofern diese in unstrukturierten Zustand eine Oberfiachenenergie von mehr als 20 mN/m aufweisen, her- 
gestellt werden. Hier bieten sich z. B. Gold, Titan, Silizium, Kohlenstoff.Quarzglas, Lithiumniobat, Siliciumnitrid, 
50 Siliziumcarbid oder Hydroxylapatit an. 

[0022] Die unstrukturierten Materialien kbnnen diese Stoffe beinhalten oder vollstandig aus diesen Stoffen beste- 
hen oder nur an der zu strukturierenden Oberfiache aus diesen Stoffen bestehen. 

[0023] Weiterhin kbnnen die unstrukturierten Materialien Silikone, Polydioxane, Fibronectin, Kollagen, Fibrin, Poly- 
urethane, Polymethylmethacrylat, Polyacrylsaure, Polyvinylchlorid, Polyethylen, Polypropylen, Polyimide oder Poly- 
55 amide, jeweils als Homo- oder Copolymer beinhalten, vollstandig aus diesen Stoffen bestehen oder nur an der zu 
strukturierenden Oberfiache aus diesen Stoffen bestehen. 

[0024] Die Materialien sind nicht toxisch und kbnnen auch in der Zellkulturtechnik verwendet werden. 

[0025] Die Charakterisierung von Oberfiachen bezOglich ihrer Benetzbarkeit kann uber die Messung der Oberfia- 
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chenenergie erfolgen. Diese GrbGe ist z. B. Ober die Messung der Randwinke! am glatten, d. h. unstrukturierten Mate- 
rial von verschiedenen Flussigkeiten zuganglich (D.K. Owens, R. C. Wendt, J. Appl. Polym. Sci. 13, 1741 (1969)) und 
wird in mN/m (Mill-Newton pro Meter) angegeben. Nach Owens et al. bestimmt, weisen glatte Polytetrafluorethylen- 
Oberfiachen eine Oberfiachenenergie von 19.1 mN/m auf, wobei der Randwinkel (Fortschreitwinkel) mit Wasser 120 ° 
5 betragt. Allgemein besitzen hydrophobe Materialien mit Wasser Kontakt- oder Randwinkel (Fortschreitwinkel) von uber 
90 °. Polypropylen weist bei einer Oberfiachenenergie von 29-30 mN/m (in Abhangigkeit von der molekularen Struktur) 
beispielsweise gegenuber Wasser Fortschreitwinkel von etwa 105 0 auf. 

[0026] Die Bestimmung des Randwinkels bzw. der Oberfiachenenergie erfolgt zweckma&ig an glatten Oberfia- 
chen, urn eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Die Materialeigenschaften "Hydrophobic", "Flussigkeitsab- 

10 weisend" oder "Flussigkeitsbenetzend" werden auch durch die chemische Zusammensetzung der obersten 
Molekulschichten der Oberfiache mitbestimmt. Ein hbherer oder niedrigerer Randwinkel bzw. niedrigere oder hbhere 
Oberfiachenenergie eines Materials kann daher auch durch Beschichtungsverfahren erreicht werden. 
[0027] Die hydrophoben oder hydrophilen Eigenschaften einer Oberfiache kbnnen somit uber die Oberfiachenen- 
ergie definiert werden, wobei der Randwinkel am glatten, d. h. unstrukturierten Material von verschiedenen Flussigkei- 

15 ten ein Mali fur die Oberfiachenenergie, die in mN/m angegeben wird, ist. 

[0028] F0r bestimmte Anwendungsgebiete z. B. in der Zellkulturtechnik kbnnen auch andere Dimensionen der 
Erhebungen zum Einsatz kommen. Bevorzugt liegt daher die mittlere Hbhe der Erhebung bei 50 nm bis 4 \im bei einem 
mittleren Abstand von 50 nm bis 10 urn. Alternativ kann die mittlere Hone der Erhebungen 50 nm bis 10 urn bei einem 
mittleren Abstand von 50 nm bis 4 nm betragen. Besonders bevorzugt besitzen die Erhebungen einen Hbhe von 50 nm 

20 bis 4 urn bei einem mittleren Abstand von 50 nm bis 4 ^im. 

[0029] Das Verhaitnis von Hbhe zu Breite der Erhebungen, das Aspektverhaitnis, ist wie schon erwahnt, von grofJer 
Bedeutung. Die Erhebungen kbnnen Aspektverhaitnisse von 0,5 bis 20, bevorzugt 1 bis 10, besonders bevorzugt 1 bis 
5, aufweisen. Weiterhin ist die chemische Zusammensetzung der obersten Monolage des Materials wichtig. Bei der 
Verwendung von erfindungsgemaften Oberfiachen in der Zellkulturtechnik werden definierte chemische Oberfiachen- 

25 eigenschaften gefordert. Die Oberfiache muft zellvertraglich und frei von Endotoxinen sein. Die Oberfiachen kbnnen 
auch nach der Formgebung modifiziert werden, so da(i die Erhebungen Oberfiachenenergie von mehr als 20 mN/m 
aufweisen kbnnen. 

[0030] Die erfindungsgemafJen strukturierten Oberfiachen kbnnen auch unstrukturierte Teilbereiche, insbesondere 
unstruktuherte Teilbereiche mit einer Oberfiachenenergie von 10 bis 20 mN/m aufweisen. 
30 [0031] An den unstrukturierten Teilbereichen kbnnen Zellen adharieren bzw. proliferieren. Auf diese Weise kbnnen 
z. B. Bioassaysys oder Zellkulturtestplatten mit den erfindungsgemaiien Oberfiachen bzw. mit den erfindungsgemafJen 
Verfahren ausgestattet werden. Die unstrukturierten Teilbereiche kbnnen mechanisch oder lithographisch erzeugt wer- 
den. 

[0032] Die unstrukturierten Teilbereiche kbnnen auch mit zelladhasionsfbrdernden Stoffen wie Poly-L-amid oder 
35 zellwachstumsfbrdernden Stoffen wie fbtalem Kaiberserum, Rinderserum, Ziegenserum oder Pferdeserum beschichtet 
oder behandelt werden. 

[0033] Es ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung von strukturierten Oberfiachen mit zellproliferationshemmen- 
den Eigenschaften Gegenstand der vorliegenden Erfindung, wobei Erhebungen mit einer mittleren Hbhe von 50 nm bis 
1 0 urn und einem mittleren Abstand von 50 nm bis 1 0 urn auf ein unstrukturiertes Material mit einer Oberfiachenenergie 
40 von mehr als 20 mN/m mechanisch eingepragt, durch lithographische Verfahren eingeatzt oder durch formgebende 
Verarbeitung aufgebracht werden. 

Zur Veranderung der chemischen Oberfiacheneigenschaften sind weiterhin Verfahren, bei denen Radikalstellen auf der 
Oberfiache erzeugt werden, zu nennen. Das strukturierte oder unstrukturierte Material kann mittels Plasma, UV- oder 
Gammastrahlung sowie speziellen Photoinitiatoren behandelt werden. Nach einer solchen Aktivierung der Oberfiache, 

45 d. h. Erzeugung von freien Radikalen kbnnen zusatzlich Monomere aufpolymerisiert werden. Ein solches Verfahren 
generiert eine chemisch besonders widerstandsfahige Beschichtung. Als Monomere kommen z. B. Acrylate, Methacry- 
late und andere Vinylderivate wie z. B. Methylmethacrylat, Ethylenoxid oder Vinylchlorid in Frage. 
[0034] Die Formgebung oder Strukturierung der Oberfiache kann durch Pragen/Walzen oder gleichzeitig beim 
makroskopischen Formen des Gegenstandes wie z. B. Giefien, Spritzgiefcen oder anderen formgebenden Verfahren 

so erfolgen. Hierzu sind die entsprechenden Negativformen der erwunschten Struktur erforderlich. 

[0035] Negativformen lassen sich industriell z. B. mit der Ligatechnik (R. Wechsung in Mikroelektronik, 9, 1995, S. 
34 ff.) herstellen. Hier werden zunachst eine oder mehrere Masken durch Elektronenstrahllithographie mit den Dimen- 
sionen der gewQnschten Erhebungen hergestellt. Diese Masken dienen zur Belichtung einer Photoresistschicht durch 
Rbntgentiefenlithographie, wodurch eine Positivform erhalten wird. Die Zwischenraume im Photoresist werden 

55 anschliefiend durch galvanische Abscheidung eines Metalls aufgefCillt. Die so erhaltene Metallstruktur stellt eine Nega- 
tivform fur die gewunschte Struktur dar. 

[0036] In einer anderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung sind die Erhebungen auf einer etwas grobe- 
ren Oberstruktur angeordnet. Die Erhebungen weisen die oben aufgefuhrten Dimensionen auf und kbnnen auf einer 
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Oberstruktur mit einer mittleren H6he von 10 jim bis 1 mm und einem mittleren Abstand von 10 \im bis 1 mm aufge- 
bracht werden. Die Erhebungen der Oberstruktur kdnnen ebenfalls eingepragt, durch lithographische Verfahren Oder 
formgebende Verarbeitungen, aufgebracht werden. Die Erhebungen und die Oberstruktur kflnnen gleichzeitig Oder 
nacheinander, d. h. zunachst die Oberstruktur, dann die Erhebungen, mechanisch eingepragt, durch lithographische 
5 Verfahren Oder durch formgebende Verarbeitung aufgebracht werden. 

[0037] Die Formgebung bzw. Strukturierung der Oberflachen erfolgt bei Oberflachen mit Oberstruktur wie bei Ober- 
flachen nur mit Erhebungen, zweckmaftig in einem Arbeitsgang. Eine nachtragliche chemische Modifikation einer 
bereits erzeugten doppeltstrukturierten Oberfiache ist selbstverstandlich ebenso moglich. 

[0038] Mechanische Verfahren zur Einbringung von Strukturen auf unstrukturierte Oberflachen oder unstrukturier- 
10 ten Teilbereichen auf strukturierten Oberflachen sind z. B. Prage- oder Stempelverfahren mit vorgefertigten Formen 
oder Stempeln (Nadeln). Lithographische Verfahren sind z. B. die Liga-Technik, die RGntgenlithographie aber auch 
ablative Verfahren z. B. mit Laserstrahlung. 

[0039] Formgebende Verfahren sind z. B. Guft- oder Spritzgufcverfahren, die in der Kunststoffverarbeitung ublich 
sind. 

15 [0040] Die Verwendung der erfindungsgemaii strukturierten Oberflachen bzw. der erfindungsgemaft hergestellten 
strukturierten Oberflachen ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

[0041] ErfindungsgemaBe Oberflachen konnen z. B. als Zellkulturgefaft fur Bioassays im Zellscreening, im Wirk- 
stoffscreening neuer Arzneimittel in der Medizin oder im Pflanzenschutz oder in der Toxikologie verwendet werden. Die 
erfindungsgemaften Oberflachen kSnnen ebenfalls far medizinische Implantate wie z. B. Herzklappen oder Herzschritt- 
20 macher verwendet werden, 

[0042] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher eriautern, ohne jedoch ihren Schutzumfang einzu- 

schranken. 
Beispiel: 

25 

[0043] Die mikrostrukturierten Oberflachen werden mit einem Prageverfahren hergestellt. Die Pragewerkzeuge 
(Abformwerkzeuge) wurden im LIGA-Verfahren hergestellt, einem Strukturierungsverfahren, das auf Grundprozessen 
der Rontgen-Llthographie, Galvanik und Abformung beruht. Das Verfahren unterscheidet sich von der Mikromechanik 
dadurch, dafi die Strukturen nicht durch ein Atzprozefc im Grundmateriai erzeugt werden sondern uber ein Werkzeug 

30 z. B. im SphtzgulJverfahren kostengunstig abgeformt werden. Nach der lithografischen Resistbelichtung (strahlungs- 
empfindliches Polymer) und Entwicklung wird die so erzeugte Lackstruktur als Form fur einen Galvanikprozefc verwen- 
det, bei dem in die freigelegten Zwischenraume eine Metallegierung abgeschieden wird. Anschliefiend wird die 
Lackstruktur entfernt und die ubrig gebliebene Metallstruktur wird zum Abformwerkzeug benutzt (G. Gerlach, W. Dotzel 
"Grundlagen der Mikrostystemtechnik" Carl Hanser Verlag Munchen, 1997, Seite 60f). 

35 [0044] Die so hergestellten Strukturen weisen im Falle des Analyten 1 nur eine Feinstruktur mit einer mittleren 
Hdhe von 4 pm und einem mittleren Abstand von 3 urn auf. Die Strukturen der Analyten 2 bis 4 weisen zusatzlich eine 
Oberstruktur mit einer mittleren H6he von 20 nm und einem mittleren Abstand von 32 \im auf. Die Feinstruktur ent- 
spricht der des Analyten 1 . 

[0045] Fig. 4 zeigt eine REM-Aufnahme mit Oberstruktur und Feinstruktur (Analyt 4). Aufgrund der begrenzten Tie- 

40 fenscharfe der REM-Aufnahme ist die Feinstruktur nur auf den ..Spitzen" der Oberstruktur zu erkennen. 

[0046] Aus diesen so mikrostrukturierten Polycarbonat-Oberfiachen werden Scheiben mit einem Durchmesser von 
9 mm herausgeschnitten und in einer 96-Loch-Zellkultur-Platte (Fa. Nunk, Katalog-Nr. 167008) uberfuhrt. Die struktu- 
rierte Seite zeigt dabei nach oben. Unter einer sterilen Arbeitsbank werden die Materialien mit humanen Hautfibropla- 
sten in der Passage 2 inokuliert (3 x 10 4 Zellen/mL, 100 ul/Loch), Mit verschiedenen Assays kann das 

45 Wachstumsverhalten der Fibroblasten-Zellen beurteilt werden. Als Kontrolle dient nicht oberfiachenstrukturiertes Mate- 
rial, das ebenfalls mit humanen Hautfibroblasten inokuliert wird. An verschiedenen Tagen wurden die nicht adharenten 
Zellfraktionen gezahlt. Es zeigte sich, dad an den mikrostrukturierten Oberflachen zwischen 20 und 40 % weniger Zel- 
len am Boden adharierten. Fig. 1 zeigt die Anzahl der an der Oberfiache adhaherten lebenden Zellen. Mit Hilfe eines 
MTT-Assays wurde die Proliferationsrate der Gesamtkultur und die Vitalitat bestimmt. Dieser Assay beruht darauf, dafi 

50 ein Tetrazoliumsalz von Zellen aufgenommen und in einer Mitochondrien abhangigen Reaktion zum Formazan redu- 
ziert wird. Nach Lyse der Zellen wird dieser Farbstoff freigesetzt und kann photometrisch quantifiziert werden. Da die 
MTT-Reduktion nur durch intakte Mitochondrien erfolgen kann, lassen die Me&werte Ruckschlusse auf die Vitalitat und 
die Proliferation der Zellen zu. Eine Auswertung der MTT-Messung der adhaherten Zellen an verschiedenen Tagen 
zeigte ein deutlich reduziertes Zellwachstum auf den mikrostrukturierten Oberflachen im Vergleich zur Kontrolloberfia- 

55 che. Die Zellproliferation betrug teilweise weniger als 20 % im Vergleich zur unstrukturierten Oberfiache (siehe Fig. 2, 
MTT-Assay, relativ Komax). 

[0047] Mit Hilfe eines live/dead- Fluoreszenzassays wurde der Anteil der lebenden und der toten adhaherten Zellen 
ermittelt. Es zeigte sich weder bei der Kontrolle noch bei den oberfiachenstrukturierten Proben ein signifikanter Unter- 
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schied im Verhaitnis der lebenden zu den toten Zellen (Fig. 3), d. h. die Zelladhasion bzw. Zellproliferation wurde erfolg- 
reich unterdruckt, ohne die Zellen abzutoten. Toxische Effekte der strukturierten Oberfiachen ktfnnen somit 
ausgeschlossen werden. 

5 Legende zu den Figuren 1 bis 3 

[0048] d1, d3, d5, d8 bezeichnen den 1, 3, 5 Oder 8, Tag nach Inokulation. 

[0049] ..Kontrolle" bezeichnet einen TestkOrper aus dem gleichen Material ohne erfindungsgemafce Strukturierung 
der Oberfiache. Analyt 1,2,3 und 4 bezeichnen jeweils unterschiedlich strukturierte Oberfiachen mit 
10 den Parametern: 





Uberstruktur in p.m 


Feinstruktur in 


urn 
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B 


C 


A 


B 
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Analyt 1 
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24 


15 
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15 


15 
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Analyt 4 


32 


20 


12 


3 


4 


1 




35 Fig. 1 zeigt einen AdhSrenz-Assay, wobei auf der y-Achse die adhaYierten Zellen pro Analyt aufgetragen sind. Die 
entsprechenden Absolutzahlen finden sich jeweils unter der Balkengrafik. Der jeweils linke Balken bezeichnet den 
Wert fur d1 , der mittlere Balken den Wert fur d2, der rechte Balken den Wert fur d3. 

Fig. 2 zeigt einen MTT-Assay, wobei auf der y-Achse der Prozentsatz der vitalen Zellen in Relation zum Kontroll- 
40 Assay angegeben ist. Die entsprechenden Prozentzahlen finden sich jeweils unter der Balkengrafik. Die Balken 
bezeichnen von links nach rechts jeweils die Werte fur d1 , d3, d5 und d8. 

Fig. 3 zeigt eine Live/Dead-Assay, wobei auf der y-Achse der Prozentsatz an lebenden Zellen angegeben ist. Diese 
entsprechenden Prozentzahlen finden sich jeweils unter der Balkengrafik. Die Balken bezeichnen von links nach 
45 rechts jeweils die Werte fur d1 , d3, d5 und d8. 

Patentanspruche 

1. Strukturierte Oberfiachen mit zellproliferationshemmenden Eigenschaften, 
so dadurch gekennzeichnet, 

dad die Oberfiachen Erhebungen mit einer mittleren H6he von 50 nm bis 10 urn und einem mittleren Abstand von 
50 nm bis 10 \im sowie Oberfiachenenergien des unstrukturierten Materials von mehr als 20 mN/m aufweisen. 

2. Strukturierte Oberfiachen nach Anspruch 1 , 
55 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Erhebungen eine mittlere H6he von 50 nm bis 4 \im aufweisen. 

3. Strukturierte Oberfiachen nach Anspruch 1 , 
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dadurch gekennzeichnet, 

dad der mittlere Abstand der Erhebungen 50 nm bis 4 betragt. 

4. Strukturierte Oberfiachen nach Anspruch 1 , 
5 dadurch gekennzeichnet, 

dad die Erhebungen eine mittlere H6he von 50 nm bis 4 ^m und einem mittleren Abstand von 50 nm bis 4 \im auf- 
weisen. 

5. Strukturierte Oberfiachen nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daft die Erhebungen ein Aspektverhaitnis von 0,5 bis 20 aufweisen. 

6. Strukturierte Oberfiachen nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 daft die Erhebungen ein Aspektverhaitnis von 1 bis 10 aufweisen. 

7. Strukturierte Oberfiachen nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Erhebungen ein Aspektverhaitnis von 1 bis 5 aufweisen. 

20 

8. Strukturierte Oberfiachen nach einem der Anspuche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Erhebungen auf einer Uberstruktur mit einer mittleren H6he von 10 urn bis 1 mm und einem mittleren 
Abstand von 10 urn bis 1 mm aufgebracht sind. 

25 

9. Strukturierte Oberfiachen nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Oberfiachen zusatzlich unstrukturierte Teilbereiche aufweisen. 

30 10. Strukturierte Oberfiachen nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die unstrukturierten Teilbereiche eine Oberfiachenenergie von 10 bis 20 mN/m aufweisen. 

11. Strukturierte Oberfiachen nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

daft das unstrukturierte Material Silikone, Polydioxane, Fibronectin, Kollagen, Fibrin, Polyurethane, Polymethylme- 
thacrylat, Polyacrylsaure, Polyvinylchlorid, Polyethylen, Polypropylen, Polyimide Oder Polyamide als Homo- Oder 
Copolymer beinhaltet. 

40 12. Strukturierte Oberfiachen nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das unstrukturierte Material aus Gold, Titan, Quarzglas, Lithiumniobat, Siliziumcarbid, Siliciumnitrid, Hydro- 
xylapatit Oder Silizium besteht. 

45 13. Verfahren zur Herstellung von strukturierten Oberfiachen mit zellproliferationshemmenden Eigenschaften, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft Erhebungen mit einer mittleren H6he von 50 nm bis 10 um und einem mittleren Abstand von 50 nm bis 10 \xm 
auf ein unstrukturiertes Material mit einer Oberfiachenenergie von mehr als 20 mN/m mechanisch eingepragt Oder 
durch lithographische Verfahren eingeatzt oder durch formgebende Verarbeitung aufgebracht werden. 

50 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Erhebungen auf einer Uberstruktur mit einer mittleren Hflhe von 10 \irr\ bis 1 mm und einem mittleren 
Abstand von 10 urn bis 1 mm gleichzeitig mit der Qberstruktur oder nach dieser mechanisch eingepragt, durch 
55 lithographische Verfahren eingeatzt oder durch formgebende Verarbeitung aufgebracht werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dad die Erhebungen nachtraglich mit einem Material mit einer Oberfiachenenergie von mehr als 20 mN/m ausge- 
stattet werden. 

16. Verfahren nach einem der AnsprOche 13 bis 15, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

daft das unstrukturierte Material Silikone, Polydioxane, Fibronectin, Kollagen, Fibrin, Polyurethane, Polymethylme- 
thacrylat, PolyacrylsSure, Polyvinylchlorid, Polyethylen, Polypropylen, Polyimide Oder Polyamide als Homo- Oder 
Copolymer beinhaltet. 

w 17. Verfahren nach einem der AnsprOche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali das unstrukturierte Material aus Gold, Titan, Quarzglas, Lithiumniobat, Siliziumcarbid, Siliciumnitrid, Hydro- 
xylapatit oder Silizium besteht. 

15 18. Verfahren nach einem der AnsprOche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das unstrukturierte Oder strukturierte Material einer Plasmabehandlung unterzogen wird. 

19. Verfahren nach einem der AnsprOche 13 bis 18, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die strukturierte Oberflache mechanisch oder lithographisch mit unstrukturierten Teilbereichen versehen wird. 

20. Verwendung der strukturierten Oberfiachen mit zellproliferationshemmenden Eigenschaften gemaft einem der 
AnsprOche 1 bis 12 fOr Zellkulturgefafte oder als Bioassay. 



25 



35 



40 



45 



50 



55 



21. Verwendung der strukturierten Oberflache mit zellproliferationshemmenden Eigenschaften gemafi einem der 
AnsprOche 1 bis 12 im Zell- oder Wirkstoffscreening, in der Medizin, im Pflanzenschutz oder in der Toxikologie. 



22. Verwendung der strukturierten Oberflache mit zellproliferationshemmenden Eigenschaften gemaiJ einem der 
30 AnsprOche 1 bis 12 zur Herstellung von medizinischen Implantaten. 



8 



EP 1 095 760 A1 



2000 
1800 
1600 
1400 
1200 
1000 
800 
600 
400 
200 



0- 


Kontrolle 


Analytl 


Analyt2 


Anaiyt3 


Analyt4 


□ d1 


1218 


347 


409 


362 


298 


□ d3 


1810 


735 


603 


1025 


698 


□ d5 


1400 


679 


407 


850 


536 



Fig.l 



9 



EP 1 095 760 A1 



120 
100 



n 





Korrtrolle 


AnalyM 


Analyt2 


Analyt3 


Analyt4 


□ d1 


37 


13 


14 


13 


14 


□ d3 


100 


11 


12 


16 


23 


Dd5 


53 


17 


25 


22 


25 


Odd 


66 


12 


18 


22 


13 



Fig. 2 



10 



EP 1 095 760 A1 



98,5 



97.5 
97 

96.5 
96 

95.5 
95 



94.5 H 
94 



93.5 



Kontrolle 



Analyt 



Analyt2 



Analyt 3 



Analyt 4 



□ d1 



95 



95 



95 



95 



95 



□ d3 



97 



97 



97 



97 



□ d5 



97 



95 



95 



95 



95 



□ d8 



95 



95 



95 



95 



95 



Fig. 3 



11 



EP 1 095 760 A1 




12 



EP 1 095 760 A1 



J) 



Europfiisches 
Patentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Nummer dor AnmoJdung 

EP 00 11 8555 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorie 



Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe, soweit erforderltch. 
der maflpebllchen Telle 



Betrtffl 
Anspfuch 



KLASSIFtKATION DER 
A KM EL DUNG (lntCI.7) 



0,Y 



DE 198 18 956 A (HUELS CHEMISCHE UERKE AG) 
26. November 1998 (1998-11-26) 



* Selte 3, Zelle 4 
Be1sp1ele 3-5 * 



Selte 4, Zelle 24; 



EP 0 732 624 A (EBARA CORP ; HATAMURA 
YOTARO (JP)) 

18. September 1996 (1996-09-18) 

* Spalte 35, Zelle 42 - Zelle 56; 
Abblldungen 36,37,74,79,92 * 

EP 0 547 419 A (BASF AG) 
23. Jun1 1993 (1993-06-23) 

* AnsprOche 1-5 * 

DE 198 03 787 A (CREAVIS TECH & INNOVATION 
GMBH) 5. August 1999 (1999-08-05) 

* Spalte 3, Zelle 23 - Zelle 38 * 

* Spalte 4, Zelle 15 - Zelle 41 * 

* Spalte 5, Zelle 43 - Zelle 54; AbMldung 
1 * 

DE 199 14 007 A (CREAVIS TECH & INNOVATION 
GMBH) 5. Oktober 2000 (2000-10-05) 

* Spalte 2, Zelle 23 - Spalte 4, Zelle 34; 
AnsprOche 1,10 * 

US 5 425 977 A (HOPFE HAROLD H) 
20. Junl 1995 (1995-06-20) 

* Spalte 5, Absatz 1 * 

EP 0 215 976 A (SEIKISUI CHEMICAL CO LTD) 
1. April 1987 (1987-04-01) 

* AnsprOche 3,4 * 

_/-- 



Der vortlegende Recherchenbertcht wurde (Or alle Paten tanspruche ersteDt 



I- 5, 

II- 13, 
16-18, 
20-22 
6-8,14, 
19 

13,16,17 



13,15,16 



6-8,14, 
19 



1,9-11, 
15 



B29C 59/00 

B21D31/00 

G03F7/20 

A01N25/34 

A61L29/14 



RECHERCHIERTE 
SACHGEHETE (lnt.CI.7) 



B29C 

B21D 
A01N 
A61L 
G03F 



DEN HAAG 



Atachk43datun> dsr RMhBfCfM 

6. Mirz 2001 



PrOtaf 

Van Nleuwenhulze, 0 



KATEGORIE DEfl GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von bosondarer Bedaulung altetn betracntet 

Y : von beeondoror Bedeutung in Veroindung mil einer 

anderen Veriffenliichung dersetoen Kalegorte 
A : lecnnotogiscfwf Htotergrund 
O : nttrtschrffllkiie Oftenbarvng 
P : 2wri9Chenlleratur 



T : dor Erftndung zugrunde Hegenda Theorien odor Grundsatze 
E : aJtereo Patentdokumont, das jodoch ersi am Oder 
nacn dem Anmeldodatum verOffenticrtt wordon W 
O : in dor Anmoidung angotOhrles Document 
L : aus anderen GrOnden angetthrtes Document 



A : Milled dor gfeicnen PatentfajnUie,Qbereto8tlmmendos 
DoKumont 



13 



EP 1 095 760 A1 



J 



Europaisches 
Paterrtamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Nummr dar AnifMldung 

EP 00 11 8555 



EINSCHLAGIGE OOKUMENTE 



Kategorle 



Kennzelchnung des Dokuments mlt Angabe. soweit erforderllch, 
der maflgeMkawn Telle 



Betritft 
Anspruch 



KIASSIRKATION DER 
ANMELPUMO (lntCI.7) 



GB 2 233 334 A (EXITECH LTD) 
9. Januar 1991 (1991-01-09) 

* Selte 3, Absatz 2 * 

* Selte 6, Absatz 2 * 

EP 0 731 490 A (EBARA CORP ;HATAMURA 
Y0TAR0 (JP)) 

11. September 1996 (1996-09-11) 

* Abblldung 13 * 

US 5 417 896 A (SCHILDBER6 HANS-PETER 
AL) 23. Ma1 1995 (1995-05-23) 

* Spalte 3, Zelle 1 - Zelle 10 * 



ET 



9,10,15 



13 



1,13 



RECHERCHIERTE 
SACHGEBIETE (lntCL7) 



Dei vorliegende Recherchenberlcht wurde tOr alle Patentansprtiche ersteltt 



DEN HAAG 



AbscftJu&daium dar Racrwrch* 

6. Mirz 2001 



Van N1euwenhu1ze, 0 



KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von besondarer Bedoutung aJtein betrachtel 

Y : von beaonderer Bedoutung in Verolndung mlt elner 

anderan VerfWTerillicriung deraetwn Kategorie 
A : technotogtecher Hintergrund 
O : nictitscftflftlcfte OfTenbarung 
P : ZwiechenUteratur 



T : der Emndung zugrunde I legends Theonen Oder Grundsatze 
E : aRenes Patentdokument. das fcxtoch ere* am odor 
nacto dem Anmektedatum veroffenttctit worden 1st 
D : In dsr AnmeWung angetOhrtes Dokumem 
L : aus anderen GrOnden angaflttirtes Dokument 



& : Mltgfedder gteJcnen Patermarrtie,Qber8to8tlinrnendes 
Dokumem 



14 



EP 1 095 760 A1 



ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT 

UBER DIE EUROPAlSCHE PATENT ANMELDUNG NR. EP 00 11 8555 



In diesem Anhang sind die Mttglieder der Patentfamilien der Im obengenannten europalschen Recnerchenberlcm angelQhiten 
Paten tdokumente angegeben. 

Die Angaben uber die FamUienmltglleder entsprechen dem Stand der Datel des Europalschen Patentamts am 
Diese Angaben dienen nur zur Unterrlchtung und ertolgen ohne Gewflhr. 

06-03-2001 



Im Recherchenbericht 


Datum der 




Mitglied(er)der 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


VerOffenttichung 




Paten tfamllte 




VerOffenttichung 


DE 19818956 


A 


26-11-1998 


KEINE 






EP 0732624 


A 


18-09-1996 


JP 


8257781 


A 


08-10-1996 








JP 


8264511 


A 


11-10-1996 








JP 


8318386 


A 


03-12-1996 








JP 


8318387 


A 


03-12-1996 








JP 


8318378 


A 


03-12-1996 








US 


6015976 


A 


18-01-2000 








US 


5868952 


A 


09-02-1999 








EP 


0731490 


A 


11-09-1996 








US 


6048671 


A 


11-04-2000 








US 


6010831 


A 


04-01-2000 








US 


6007969 


A 


28-12-1999 








US 


5894058 


A 


13-04-1999 


EP 0547419 


A 


23-06-1993 


DE 


4141352 A 




17-06-1993 








AT 


163096 T 


15-02-1998 








DE 


59209181 


D 


12-03-1998 








ES 


2111601 


T 


16-03-1998 








JP 


5273758 A 


22-10-1993 








US 


5518865 A 


21-05-1996 


DE 19803787 


A 


05-08-1999 


EP 


0933388 A 


04-08-1999 








JP 


11286047 A 


19-10-1999 


DE 19914007 


A 


05-10-2000 


EP 


1040874 A 


04-10-2000 








JP 2000336194 A 


05-12-2000 


US 5425977 


A 


20-06-1995 


US 


6077374 


A 


20-06-2000 








AT 


150363 


T 


1 C Ail 1 t\f\~7 

15-04-1997 








BR 


9407277 


A 


01-10-1996 








CA 


2168115 


A 


23-02-1995 








CN 


1131927 


A 


25-09-1996 








CZ 


9600269 


A 


15-05-1996 








DE 


69402207 


D 


24-04-1997 








DE 


69402207 


T 


28-08-1997 








EP 


0714350 


A 


05-06-1996 








ES 


2101566 


T 


01-07-1997 








JP 


9501619 


T 


18-02-1997 








KR 


174787 


B 


20-03-1999 








WO 


9505283 


A 


23-02-1995 


EP 0215976 


A 


01-04-1987 


JP 


1743600 


C 


15-03-1993 








JP 


4029622 


B 


19-05-1992 








JP 


60204643 


A 


16-10-1985 








AU 


576895 


B 


08-09-1988 



FQr nflhere Efoelheiten zu diesem Anhang : stone Amtstotatt des Europalschen Patentamts, Nr. 12/82 



15 



EP 1 095 760 A1 



ANHANQ ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT 
OBER DIE EUROPAlSCHE PATENTANMELDUNG NR. 



EP 00 11 8555 



In diesem Anhang slnd die Mitglleder der Patentfamilien der Im obengenannten europaischen Recherchenbericht angefuhrten 
Paten tdokumente angegeben. 

Die Angaben tiber die Famflienmitglleder entsprechen dem Stand der Datei dee Europaischen Patenlamts am 
Diese Angaben dienen nur zur Untenichtung und ertolgen ohne Gewflhr. 

06-03-2001 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
VerOffenttichung 



Mitglled(er) der 
Patentfamllle 



Datum der 
Veroffentlichung 



EP 0215976 


A 






AU 


4786885 A 


26-03-1987 










US 


49Z5725 A 


if Ar 1AAA 

15-05-1990 


VJU LLJJJJl 


A 


no-m - 


-1QQ1 


Kt 1 Nt 






EP 0731490 


A 


11-09- 


•1996 


JP 


3069504 B 


24-07-2000 










JP 


8238426 A 


17-09-1996 










JP 


3022948 B 


21-03-2000 










JP 


8241884 A 


17-09-1996 










JP 


8238580 A 


17-09-1996 










us 


6048671 A 


11-04-2000 










us 


6010831 A 


04-01-2000 










us 


6007969 A 


28-12-1999 










us 


5894058 A 


13-04-1999 










EP 


0732624 A 


18-09-1996 










jp 


8318386 A 


03-12-1996 










jp 


8318387 A 


03-12-1996 










jp 


8318378 A 


03-12-1996 










us 


6015976 A 


18-01-2000 










us 


5868952 A 


09-02-1999 


US 5417896 


A 


23-05- 


1995 


0E 


4225554 A 


10-02-1994 










EP 


0585606 A 


09-03-1994 










Jp 


6157786 A 


07-06-1994 



Fur nahere Einzelneiten zu diesem Anhang : stehe Amtsblatt des Europaischen Patentamts, Nr. 12/82 



16 



